
131 

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 3. 2011. С. 131–136. 

УДК 581.1 

ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ ФИТОГОРМОНОВ В КАЛЛУСНОЙ 
ТКАНИ ПРИ ИНДУКЦИИ ОРГАНОГЕНЕЗА in vitro ЗАРОДЫШЕЙ 
PICEA ABIES [L.] KARST. 

К. А. Хмара 

Институт экологических проблем Севера УрО РАН 

Исследовано содержание индолилуксусной кислоты, абсцизовой кислоты, цито�
кининов группы зеатина, изопентениладенина (2иП), изопентениладенозина 
(ИПА) в каллусных тканях при индукции органогенеза у зародышей Picea abies [L.] 
Karst. Органогенез был индуцирован на питательной среде, содержащей тидиазу�
рон и индолилуксусную кислоту. Основным фитогормоном, индуцирующим диф�
ференциацию адвентивных почек, является цитокинин, и процесс образования 
адвентивных почек зависит от содержания цитокининов группы зеатинов в тканях. 
Способные к органогенезу зародыши имели повышенный уровень зеатинов по 
сравнению с зародышами, не способными к органогенезу. Изолированные заро�
дыши приобретали способность к органогенезу, когда уровень зеатина и зеатин�
рибозида достигал 8610 нг/ г сухого веса и сохранялся выше данного уровня в те�
чение всего пассажа. На процесс каллусогенеза большое влияние оказывало со�
держание ИУК и АБК в культивируемых тканях, но значительное увеличение коли�
чества данных фитогормонов в тканях приводило к ингибированию как каллусоге�
неза, так и органогенеза. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Picea abies [L.] Karst., ИУК, АБК, цитокинины, органогенез, 
эндогенные фитогормоны.  

K. A. Khmara. DYNAMICS OF PHYTOHORMONES IN CALLUS TISSUE 
DURING THE INDUCTION OF ORGANOGENESIS IN EMBRYOS OF PICEA 
ABIES KARST. in vitro 

The content of IAA, ABA, cytokinins (zeatin), 2iP�N6, IPA in callus tissues during the 
induction of organogenesis in embryos of Norway spruce is researched. Organogenesis 
was induced on a medium containing thiduazuron and IAA. The main phytohormone 
inducing differentiation of adventitious buds is cytokinin of the zeatin group in the 
tissues. Embryos capable of organogenesis had increased levels of zeatin as compared 
to embryos incapable of organogenesis. Isolated embryos acquired the ability for 
organogenesis when the level of zeatin and zeatin�ribozida reached 8610 ng/g dry 
weight and remained above this level throughout the passage. The process of callus 
formation is greatly influenced by the content of IAA and ABA in the cultured tissues, but 
a significant increase in the content of these groups of phytohormones resulted in 
inhibition of both callus induction and organogenesis. 

K e y  w o r d s :  Picea abies [L.] Karst., IAA, ABA, cytokinins, organogenesis, endogenous 
phytohormones.  
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Введение 

Одним из факторов, влияющих на диффе�
ренцировку клетки, является воздействие фи�
тогормонов и регуляторов роста. Спектр дей�
ствия каждого из них очень широк, одно и то 
же соединение может по�разному влиять на 
развитие ткани. Фитогормоны играют жизнен�
но важную роль в регуляции роста не только 
растения как целого организма, но и отдель�
ных его органов. Каждая химическая категория 
фитогормонов оказывает характерное влияние 
на рост и дифференцировку растительных кле�
ток и тканей. 

Высокое содержание индолилуксусной ки�
слоты (ИУК) в апикальных меристемах в пе�
риод их активности свидетельствует о ее 
влиянии на митотическую активность тканей 
[Уоринг, Филлипс, 1984; Label et al., 1989]. 
Огромную роль ауксины играют при размно�
жении растений in vitro. ИУК стимулирует 
развитие адвентивных корней [Batten, 
Goodwin, 1978; Manzanera, Pardos, 1990], а 
также образование ксилемных, флоэмных 
элементов [Stabel et al., 1990]. ИУК обнару�
жена во всех органах растений [Уоринг, Фил�
липс, 1984]. Высокий уровень ИУК был най�
ден в развивающихся почках [Скуодене, 
1981], активном камбии и проводящих пучках 
[Меняйло,1987], пыльце и формирующихся 
семенах [Полевой, 1982]. 

Цитокинины оказывают основное влияние 
на индукцию деления клеток, они особенно ак�
тивны в регуляции клеточного деления [Кулае�
ва, 1973; Burrows, 1978]. В молодых развиваю�
щихся зародышах уровень эндогенных цитоки�
нинов чрезвычайно высок, а на более поздних 
стадиях развития семени он быстро снижается 
[Уоринг, Филлипс, 1984]. 

Абсцизовая кислота (АБК) играет огромную 
роль в физиологических процессах в растени�
ях [Walton, 1980]. Обработка экзогенной АБК во 
многих тестах ингибирует рост и прорастание 
семян. Отмечено изменение уровня эндоген�
ной АБК в процессе индукции цветения с помо�
щью длинного и короткого фотопериода у та�
бака [Чайлахян, Ложникова, 1989]. 

Возникает вопрос о роли эндогенных фито�
гормонов в регуляции направленного развития 
клетки. Установлено [Skoog, Miller, 1957], что 
при изменении соотношения между ауксином 
и цитокинином изменяется тип образующей 
меристемы: при высоком отношении ауксина к 
цитокининам из части клеток каллуса возника�
ют зачатки корней, а если концентрация цито�
кинина превышает концентрацию ауксина, то 
клетки дифференцируются в апикальные ме�
ристемы стебля. 

Роль экзогенных фитогормонов при микро�
клональном размножении ели обыкновенной 
доказана [Chalupa, 1977; von Arnold, Eriksson, 
1978, 1979], однако участие эндогенных фито�
гормонов в индукции органогенеза in vitro изу�
чено недостаточно. Неизвестно, какое количе�
ство и соотношение различных групп фитогор�
монов оказывает влияние на процесс форми�
рования органогенного каллуса. Поэтому акту�
альной задачей является изучение содержания 
эндогенных фитогормонов при индукции орга�
ногенеза в культуре ткани зародыша Picea 
abies [L.] Karst. 

Цель данной работы – определение количе�
ства фитогормонов в каллусной ткани при ин�
дукции органогенеза у зародышей Picea abies 
[L.] Karst. и изучение их влияния на процесс 
развития экспланта. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использо�
вали зародыши семян Picea abies [L.] Karst. Се�
мена были собраны на Устюженской лесосе�
менной плантации в Вологодской области с де�
ревьев Г�184, Г�132, ПВ�56, ПВ�21. Каждая 
биологическая повторность состояла из семян, 
собранных с одного дерева. 

Для индукции органогенеза применяли пи�
тательную среду (ПС), содержащую минераль�
ные соли по Мурасиге и Скугу. В состав ПС 
входили: 1 % сахарозы, 0,6 % агара, 5 мг/л тиа�
мин�НСL, 1мг/л пиридоксина, 5 мг/л никотино�
вой кислоты, 100 мг/л инозита. В ПС добавля�
ли 0,01 мг/л тидиазурона и 0,01 мг/л ИУК. Экс�
планты культивировали на ПС в течение 28 
дней, при +21°С, при 16 ч освещении. Затем их 
помещали на ПС, не содержащую регуляторов 
роста, в которую добавляли активированный 
уголь. 

Нативные фитогормоны определяли мето�
дом иммуноферментного анализа (ИФА) [Ка�
таева и др., 1990]. 

Экстракция фитогормонов из растительно�
го материала. Замороженный растительный 
материал растирали в агатовой ступке при 
+4°С до гомогенного состояния и экстрагиро�
вали в течение 2 ч охлажденным до 0°С 80 %�м 
метиловым спиртом, содержащим 0,1 % 2,6�
бутилметил�4�метилфенола (БМФ) в качестве 
антиоксиданта, при постоянном перемешива�
нии в темноте, в атмосфере азота. 

Полученный экстракт центрифугировали, 
осадок отделяли, ресуспензировали в 80 %�м 
метаноле, содержащем 0,1 % БМФ, и повторно 
экстрагировали в тех же условиях еще 30 мин. 
Экстракт центрифугировали, осадок отбрасы�
вали, супернатанты объединяли. Супернатант 
пропускали с помощью пластикового однора�
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зового шприца через предколонки объемом 
3 см3, заполненные обращенной фазой С�18 
«Сепарон» (производства Чехия). Получали 
обесцвеченный экстракт, свободный от хлоро�
филлов, фенолов, каротиноидов и др. Затем 
экстракт делили на две равные части: одна 
часть для определения цитокининов, другая –
ИУК и АБК. Потери фитогормонов при очистке 
определяли радиоактивными препаратами. Ра�
диоактивность образцов измеряли на сцинтил�
ляционном счетчике 1919 Рак Бета «Спек�
траль» фирмы ЛКБ (Швеция). В соответствии с 
полученными результатами учитывали потери 
при очистке. 

Процедура ИФА. Полистироловые планше�
ты сенсибилизировали в течение 12 ч раство�
ром антител в гидрокарбонате натрия (рН 9,5–
9,7) при 4°С. В каждую лунку вносили по 
200 мкл соответствующей антисыворотки. По�
сле сенсибилизации планшеты трижды промы�
вали трис�солевым буфером (ТБС) в течение 
15 мин, в каждую лунку вносили по 200 мкл 
0,1 %�го раствора бычьего сывороточного аль�
бумина (БСА) в ТБС и инкубировали 30 мин при 
+37°С (кроме вариантов для определения ИУК 
и АБК). Затем планшеты промывали и в лунки 
вносили по 50 мкл стандартного раствора гор�
мона или растительного экстракта, перемеши�
вали 1 мин и инкубировали 1 ч (температура 
инкубации для цитокининов – +37°С, для ИУК и 
АБК – +18 – +22°С). Через 1 ч в инкубационную 
смесь добавляли по 150 мкл соответствующе�
го коньюгата – щелочную фосфатазу (ЩФ�гор�
мон), перемешивали 1 мин и инкубировали 1 ч 
в тех же условиях. Планшеты промывали с до�
бавлением в ТБС 0,01 %�го раствора детерген�
та Тритон Х�100, затем лунки заполняли 200 
мкл субстрата (n�нитрофенилфосфат 1 мг/л в 
гидрокарбонате натрия, рН 9,5–9,7) и инкуби�
ровали 1 ч при +37° С. Реакцию останавливали, 
добавляя в каждую лунку по 50 мкл 5N КОН. 
Оптическую плотность продукта реакции изме�
ряли при 405 нм на спектрофотометре 
Multiscan МСС (Flow, Англия). 

Оценка результатов. В соответствии с ме�
тодикой Родбарк [Rodbarc, 1974] определяли 
зависимость между ферментативной активно�
стью при инкубации антител с возрастающими 
концентрациями гормона и ферментативной 
активностью при инкубации в аналогичных ус�
ловиях без экзогенного гормона. 

Все эксперименты проводили в четырех 
биологических повторностях. При проведении 
ИФА использовали пять аналитических по�
вторностей. В таблице приведены средние 
арифметические значения и их стандартные 
ошибки. 

Результаты 

При культивировании зародышей Picea 
abies [L.] Karst. на индукционной питательной 
среде (ИПС) отмечено, что пути развития заро�
дышей в культуре ткани были различны. В свя�
зи с этим были определены этапы измерения 
содержания фитогормонов в зародышах. 

Данные иммуноферментного анализа по со�
держанию различных групп фитогормонов в 
культивируемых тканях приведены в табл. 

Содержание фитогормонов в каллусной ткани 
после 5 дней культивирования  
на индукционной питательной среде 

При культивировании в течение 5 дней на 
ИПС содержание ИУК в тканях зародыша Picea 
abies [L.] Karst. увеличилось в 15 раз (с 83 до 
1275 нг/г сухого веса), зеатина и зеатин�рибо�
зида в зародышах – до 4868 нг/г сухого веса. 
Количество эндогенных зеатина и зеатин�ри�
бозида в культивируемых зародышах в течение 
первых 5 дней возросло в 45 раз. В первые дни 
культивирования в зародышах не происходило 
увеличения содержания эндогенных цитокини�
нов ряда 2иП и ИПА. На 5�й день культивирова�
ния в зародышах содержалось 4 нг/г сухого ве�
са 2иП и ИПА, что составляет почти ту же вели�
чину, что и до культивирования. 

Содержание фитогормонов в процессе индукции органогенеза у зародышей ели обыкновенной 
на питательной среде, содержащей 0,01мг/л тидиазурона и 0,01мг/л ИУК 

Содержание фитогормонов, нг/г сухого веса 
Тип экспланта 

ИУК АБК зеатин+зеатин�рибозид 2иП+ИПА
Зародыши до введения в культуру ткани 83±2 164±1 109±8 4±1 
После 5 дней культивирования 1275±65 21± 4 4868±79 5±1 
После 12 дней культивирования 13812±401 518±61 8610±416 1250±11
После 28 дней (органогенный каллус) 12461±360 323±41 9829±596 1036±6 
После 28 дней (каллус отсутствует, но формируются 
адвентивные почки) 

28855±1420 321±28 9774±341 795±4 

После 28 дней (органогенез не наблюдается) 279082±5 420 617±28 5668±27 667±8 
7 дней на безгормональной среде (органогенный 
каллус) 

1760±210 64±4 8316±68 1830±162

7 дней на безгормональной среде (органогенез 
отсутствует) 

378994±10515 952±72 4534±271 813±48 
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Содержание фитогормонов в каллусной ткани 
после 12 дней культивирования 
на индукционной питательной среде 

Культивирование в течение 12 дней на ПС 
приводило к увеличению содержания ИУК в 
культивируемых тканях в 167 раз. Количество 
АБК в культивируемых зародышах было высо�
ким – 518 нг/г сухого веса. Содержание зеати�
на и зеатин�рибозида в зародышах к этому 
времени составляло 8610 нг/г сухого веса. Ко�
личество эндогенных цитокининов ряда 2иП и 
ИПА в культивируемых зародышах в течение 
первых 12 дней увеличилось в 298 раз. 

 
Содержание фитогормонов в каллусной ткани 
после 28 дней культивирования 
на индукционной питательной среде 

После 28 дней культивирования можно было 
выделить три пути развития зародыша Picea 
abies [L.] Karst. в культуре ткани. Первый – об�
разование органогенного каллуса, на поверх�
ности которого формировались адвентивные 
побеги. Второй – зародыши не образовывали 
каллуса, но на поверхности зародыша форми�
ровались адвентивные почки. Третий – заро�
дыши не развивались и при дальнейшем куль�
тивировании некротизировались. У эксплан�
тов, развивающихся различными путями, на�
блюдались значительные различия в содержа�
нии ИУК. В зародышах, образующих органо�
генный каллус, концентрация ИУК была 12461 
нг/г сухого веса. Зародыши, у которых форми�
рование адвентивных почек происходило на их 
поверхности, количество ИУК было в два раза 
выше, чем у образующих органогенный каллус. 
Зародыши, не способные к органогенезу на 
данной ПС, имели очень высокое содержание 
ИУК – 279082 нг/г сухого веса. Данный показа�
тель в 10 раз превышает концентрацию ИУК в 
зародышах, не образующих каллус, но способ�
ных формировать адвентивные почки. 

У зародышей, не способных к органогенезу, 
наблюдалось самое высокое содержание АБК. 
Количество АБК в органогенном каллусе было 
таким же, как и у зародышей, не образующих 
каллус, но способных к формированию адвен�
тивных почек. 

У зародышей, образующих органогенный 
каллус, и у зародышей, у которых формирова�
ние адвентивных почек наблюдалось на поверх�
ности самого зародыша, содержание цитокини�
нов ряда зеатина и зеатин�рибозида было при�
мерно одинаковым и составляло соответствен�
но 9829 и 9774 нг/г сухого веса. Зародыши, не 
способные к органогенезу, содержали цитоки�
нины группы зеатинов несколько меньше – 5668 
нг/г сухого веса. 

Зародыши, образующие каллус, на поверх�
ности которого происходит формирование ад�
вентивных почек, содержали 2иП и ИПА – 1036 
нг/г сухого веса. Зародыши, у которых форми�
рование адвентивных почек наблюдалось на 
поверхности зародыша, содержали цитокини�
ны ряда 2иП и ИПА (795 нг/г сухого веса). 
У третьей группы зародышей, не способной к 
органогенезу, содержание цитокининов ряда 
2иП и ИПА было 667 нг/г сухого веса. 

 
Содержание фитогормонов в каллусной ткани 
после 7 дней культивирования 
на безгормональной питательной среде 

После пересадки зародышей Picea abies [L.] 
Karst. на питательную среду, из состава кото�
рой были исключены регуляторы роста, орга�
ногенная каллусная ткань формировала адвен�
тивные побеги. При этом содержание ИУК в 
каллусе резко снижалось и достигало уровня 
при культивировании зародышей в течение 
5 дней на ИПС, содержащей регуляторы роста. 
Зародыши, не способные к органогенезу, при 
культивировании их на безгормональной ПС 
погибали. Содержание ИУК в них было очень 
высоким, примерно в 200 раз выше, чем в ор�
ганогенном каллусе. 

При пересадке культивируемых зародышей 
на ПС, не содержащую регуляторов роста, ко�
личество АБК в органогенном каллусе значи�
тельно снижалось. У зародышей, не способных 
к органогенезу, содержание АБК было в 15 раз 
выше, чем в органогенном каллусе. 

После пересадки эксплантов на ПС, не со�
держащую регуляторов роста, отмечалось сни�
жение уровня эндогенных зеатинов в культиви�
руемых тканях. При этом увеличилось количе�
ство эндогенных цитокининов ряда 2иП и ИПА. 

Обсуждение 

В связи с тем что в ПС отсутствовали экзо�
генные цитокинины, а в качестве индуктора ор�
ганогенеза применялся тидиазурон (данное 
вещество, являясь производным тиомочевины 
и обладая хорошо выраженным цитокинино�
вым эффектом, не вступало в перекрестные 
реакции с антисыворотками, полученными к 
цитокининам), все регуляторы роста группы 
цитокининов в зародышах имели эндогенное 
происхождение. АБК была также эндогенного 
происхождения, так как в ПС данное вещество 
не добавлялось. На содержание ауксинов в 
культивируемых тканях оказывала влияние эк�
зогенная ИУК. 

Результаты показали, что способность за�
родышей Picea abies [L.] Karst. в культуре ткани 
к органогенезу зависела от содержания фито�
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гормонов в культивируемых тканях. При индук�
ции органогенеза у ели обыкновенной на пита�
тельной среде, содержащей тидиазурон, необ�
ходимым условием является культивирование 
зародышей в течение 7 дней на индукционной 
ПС [Хмара, Катаева, 1993]. Более короткие 
сроки культивирования не способны вызвать 
органогенез. 

После 5 дней культивирования на ПС заро�
дышей Picea abies [L.] Karst. происходило уве�
личение содержания ИУК и цитокининов груп�
пы зеатинов в зародышах. Уровень АБК значи�
тельно снижался, а 2иП и ИПА оставались без 
изменения. Полученные данные показали, что 
на первом этапе культивирования зародышей 
происходило накопление ИУК, которая 
оказывала влияние на деление, растяжение и 
дифференциацию клеток. Увеличение 
содержания цитокининов на данном этапе 
говорит о том, что в зародышах происходили 
процессы, стимулирующие деление клеток. 
Снижение содержания АБК на первом этапе 
культивирования – необходимое условие для 
начала развития зародышей в культуре ткани, 
так как АБК является ингибитором роста, а ее 
концентрация в зародышах до начала 
эксперимента была высокой. 

После 12 дней культивирования на ИПС за�
родыши приобретали способность к формиро�
ванию адвентивных почек, при этом увеличива�
лось содержание всех групп фитогормонов. 
Повышение количества АБК к 12 дню культиви�
рования на индукционной питательной среде в 
культивируемых тканях объясняется интенсив�
ным накоплением биомассы. В работе Л. Н. Ти�
мергалиной и др. [2007] было показано увели�
чение содержания АБК в зоне роста листа и 
корней у растений пшеницы, что подтверждает 
наши результаты. 

После 28 дней культивирования на ИПС, в 
зависимости от пути развития зародышей 
Picea abies [L.] Karst., отмечались следующие 
закономерности: высокое содержание ИУК в 
культивируемых зародышах ингибировало 
процесс образования каллуса; основную роль 
при индукции органогенеза играют цитокини�
ны, и если уровень их не достигал определен�
ного значения, то ткани зародыша были не 
способны формировать адвентивные почки. 

Процесс образования адвентивных почек 
коррелировал со значительным изменением 
уровня эндогенных цитокининов группы зеати�
нов в тканях зародышей Picea abies [L.] Karst. 
Аналогичные данные были получены 
К. Г. Чжань и др. [2005]. Высокое содержание 
6�бензиламинопурина (БАП) является основ�
ным фактором образования побегов на каллу�
се. Зародыши, способные к формированию 
адвентивных почек, имели уровень цитокини�

нов группы зеатинов примерно в два раза вы�
ше, чем зародыши, не способные к органоге�
незу на данной питательной среде. Высокое 
содержание ИУК и АБК в культивируемых тка�
нях приводило к ингибированию процесса об�
разования каллуса и органогенеза. Зависи�
мость каллусогенеза от ИУК показана в работе 
К. Г. Чжань и др. [2005]. При образовании по�
чек банана в культуре ткани высокие концен�
трации эндогенной ИУК тормозили развитие 
почек, что подтверждает полученные результа�
ты [Gilmar et al., 2000]. 

Рассматривая способность зародышей ели 
обыкновенной к органогенезу, можно отме�
тить, что основное влияние на способность их к 
органогенезу в культуре ткани оказывало соот�
ношение цитокининов к АБК. Так, соотношение 
цитокининов группы зеатинов к АБК при орга�
ногенезе через каллусогенез и при образова�
нии адвентивных почек на поверхности заро�
дыша было одинаковым. У зародышей, не спо�
собных к органогенезу в культуре ткани, дан�
ное соотношение было значительно меньше. 
Наши результаты позволяют утверждать, что 
эндогенные фитогормоны играют основную 
роль при индукции органогенеза в культуре 
ткани зародыша Picea abies [L.] Karst. Способ�
ность тканей экспланта к органогенезу зависит 
от соотношения различных групп фитогормо�
нов, но основную роль при этом играют цито�
кинины. К. Г. Чжань и др. [2005] показали, что 
для образования побегов важнее низкое соот�
ношение ИУК к БАП, чем низкие концентрации 
каждого из этих гормонов, соотношение ИУК к 
БАП определяло рост каллусов и образование 
почек. 

Данные по использованию в качестве ин�
дуктора органогенеза в культуре зародыша 
Picea abies [L.] Karst. тидиазурона, который не 
вступает в перекрестные реакции с антитела�
ми к цитокининам, позволяют утверждать, что 
способность тканей зародыша к органогенезу 
зависит от биосинтеза эндогенных фитогормо�
нов в тканях экспланта. К. А. Хмара и Н. В. Ка�
таева [1993] показали, что на формирование 
органогенного каллуса в культуре тканей 
зародышей Piera abies [L.] Karst. большое 
влияние оказывает исходный генотип. Учиты�
вая данный фактор и наши результаты, можно 
отметить, что зародыши изначально обладают 
различной способностью к биосинтезу фито�
гормонов. 

Нами выявлена динамика изменения фито�
гормонов в процессе индукции органогенеза у 
Picea abies [L.] Karst. Основную роль при ин�
дукции органогенеза играют цитокинины, и ес�
ли уровень их не достигал определенного зна�
чения, то ткани зародыша были не способны 
формировать адвентивные почки. Зародыши, 
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способные образовывать адвентивные почки 
через каллусогенез и непосредственно на по�
верхности самого зародыша, имели одинако�
вый уровень цитокининов. На процесс каллусо�
генеза основное влияние оказывал уровень 
ИУК и АБК, но резкое увеличение содержания 
этих регуляторов роста в тканях приводило к 
ингибированию каллусогенеза и органогенеза. 
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